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© CONJUGUES FLUORESCENTS DE NUCLEOSIDES OU DE NUCLEOTIDES, LEUR PROCEDE DE 
PREPARATION ET LEUR UTILISATION. 

(57) (.'invention conceme de nouveaux conjugues fluores- 
cents de nucleosides ou de nucleotides, utilisables notam- 
ment pour detecter, localiser et/ ou isoler des acides 
nucleiques ou des molecules d'interet biologique ou clinique 
a structure nucleosidique ou susceptibles d'interagir avec 
des acides nucleiques. 
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L'invention concerne de nouveaux conjugues fluoresceins de nucleosides 
ou de nucleotides, utilisables notamment pour detecter, localiser et/ou isoler des 
acides nucleiques ou des molecules d'interet biologique ou clinique a structure 
nucleosidique ou susceptibles d'interagir avec des acides nucleiques. 

Dans la suite de la description, les abreviations suivantes seront utilisees : 

ARN : acide ribonucleique 

ADN : acide desoxyribonucleique 

A : Adenosine 

C : Cytidine 

G : Guanosine 

T : Thymidine 

U : Uridine 

I : Inosine 

suffixe MP : monophosphate 
suffixe DP : diphosphate 
suffixe TP : triphosphate 
prefixe d : desoxy. 

Une reaction de synthese enzymatique d'ADN emploie une matrice d'ARN 
ou d'ADN, une amorce oligonucleotidique de sequence complementaire a un 
segment de la matrice, une enzyme appropriee et quatre desoxynucleotides dATP, 
dCTP, dGTP et dTTP (ou dUTP). Diverses enzymes sont connues, comme E. Coli 
DNA polymerase, T7 DNA polymerase, le fragment de Klenow de la DNA 
polymerase, la Taq DNA polymerase, une transcriptase inverse, auxquelles on 
peut ajouter la terminal nucleotidyl transferase qui presente la particularite de ne 
pas necessiter de matrice. La synthese d'ARN se fait de fa?on similaire sinon que 
les amorces et matrices requises sont differentes et que des ribonucleotides (ATP, 
CTP, GTP et UTP) sont utilises en presence de RNA polymerases. 

Les nucleotides ou polynucleotides peuvent etre marques radioactivement 
( 3 H, 32 P, 14 C, 35 S ou 125 l). 

Utilisation de molecules marquees presente ies inconvenients 
classiquement associes avec les isotopes radioactifs qui sont les risques lies a la 
radioactivite ainsi qu'un stockage et une disponibilite limites due a la decroissance 
radioactive et aux phenomenes de radiolyse. 

Le marquage chimique au niveau des nucleotides ou des polynucleotides, 
permettant d'eviter ces inconvenients, a ete decrit dans la litterature. Notamment, 
on a decrit le marquage par de la biotine de nucleotides derives du dUTP ou de I'UTP 
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(Langer P.R., Waldrop A.A., Ward D.C, 1981 ; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 78, 
6633-37). Ce sont des derives dans iesquels la biotine est iiee a la position C-5 du 
noyau pyrimidine par un bras alkylamine. Ces nucleotides marques sont incorpores 
in vitro dans des polynucleotides par Taction de polymerases a ADN ou a ARN (EP 
5 0 063 879) et permettent une detection colorimetrique d'acides nucleiques par une 
reaction de « dot-blot » (Leary J.J., Brigati DJ. and Ward D.D. ; 1983 ; Proc. Natl. 
Acad, Sci. USA, 80, 4045-49). 

D'autres analogues de nucleotides marques a la biotine bases sur des 
derives de la N-4-aminoalkyl-desoxy-cytidine et de la N-6-aminoalkyl- 

10 desoxyadenosine sont decrits dans le brevet US 4,828,979 et dans Gebegehu 
G.G. etal. Nucleic. Acids. Res ; 1987, 15, 4513-4534. 

Des derives de dUTP, de dATP substitue par de la biotine en position C-8, 
ainsi que la possibility de substitution en C-7 d'une 7-deazapurine sont egalement 
decrits (EP 0 063 879). 

15 Le derive Bio-15-dGTP a egalement ete decrit (Gilliam I.e. and Tener 

G.M. ; 1989 ; Nucleoside & Nucleotide ; 8, 1453-62). Des derives fluorescents tels 
que la fluoresceine ou la rhodamine peuvent etre incorpores dans un acide 
nucleique par I'intermediaire d'un nucleoside triphosphate (dATP, dUTP, dCTP) 
marque (WO 93 19206). Une discussion sur la position des substitutions sur les 

20 purines et pyrimidines ainsi que sur la nature des bras espaceurs utilisables pour le 
marquage des didesoxynucleotides avec des derives de la fluoresceine, bien que 
dediee aux terminateurs de chaine pour ie sequengage, donne une vue 
d'ensemble de la chimie des nucleotides marques (Confalone P.T., 1990, J. 
Heterocyclic Chem., 27, 31-46). 

25 L'utilisation conjointe de nucleosides triphosphate marques a I'aide de 

traceurs differents (Biotine- 1 1-dUTP, dig-11-dUTP et FITC-11dUTP) permet une 
visualisation simultanee de sequences differentes iors d'une hybridation (RIED T. 
et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1992), 89, 1388-1392). 

^incorporation de desoxynucleotides marques a la fluoresceine tels que 

30 FI-dUTP ou FI-dCTP est egalement effectuee en ne substituant que partiellement 
ie nucleotide naturel par le compose marque, dCTP / FldCTP * 2:1 (WO93/19206). 
Ce meme brevet decrit que par un choix de I'enzyme et des conditions experimentales, 
il est possible de substituer la totalite d'un nucleotide par un nucleotide marque. 

Les donne s de la litterature montrent que I'efficacite d'incorporation d'un 

35 conjugue de triphosphate est modifiee par le couplage d'une molecule comme la 
biotine et dans une moindre mesure par la presence du bras permettant le couplage. 
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Par exemple, dans une reaction de « nick-translation » en presence d'une 
polymerase a ADN, les taux d'incorporation de divers analogues de triphosphates 
ont ete compares au nucleoside naturel pris comme reference (100 % 
d'incorporation) pour un meme temps de reaction (90 min) (Gebeyehu G. et al. 
5 Nucleic Acids Res., 1987, 15, 4525). 

Les molecules conjuguees a des triphosphates de nucleosides 
(Goodchild, J. Bioconjugate chem., 1990, p171 ; Kricka J. Non isotopic Blotting, 
and Sequencing 1995 Academic Press p47 ; Zhu Z. et al. Nucleic Acids Res., 
1994, 3418-3422) sont des molecules de taille relativement petites (<800Da), soit 

10 neutres soit chargees negativement et de forme essentiellement plane et par 
consequent, leur encombrement est reduit mais suffisant pour perturber 
I'incorporation enzymatique du nucleoside triphosphate. 

On a maintenant trouve de nouveaux conjugues de nucleosides ou de 
nucleotides comprenant : 

15 - un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 

modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un 
atome de carbone du cycle ou d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique 
est susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent, et 

- au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 

20 un cryptate de terre rare. 

Lesdits conjugues peuvent etre utilises dans toutes les applications des 
nucleosides ou nucleotides marques sans presenter d'inconvenients majeurs 
d'utilisation et presentent notamment une capacite elevee a etre incorpores dans 
de I'ADN simple brin ou double brin. 

25 Ces proprietes sont d'autant plus surprenantes que les cryptates de terre 

rare sont des molecules de masse moleculaire elevee (superieure a 1400 Da), 
possedant une structure tridimensionnelle qui presente plus d'encombrement 
sterique qu'une molecule globalement plane, et ayant un caractere ionique 
provenant de la presence de I'ion complexe qui leur confere une charge positive. 

30 Du fait de ces caracteristiques structurales, on pouvait s'attendre a ce que 

les charges positives d'un cryptate de terre rare interagissent fortement avec les 
charges negatives du groupe triphosphate et modifient sa reactivite ainsi que les 
qualites de fluorescence du cryptate. 

Egaiement, I'activite des enzymes telles que les polymerases etant 

35 sensibles a la presence et a la concentration de certains ions ou agents 
complexants dans le milieu reactionnel, on pouvait s'attendre a ce que les 
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conjugues selon I'invention entralnent une forte diminution de Incorporation des 
nucleotides triphosphates, et done un faible rendement, notamment lors d'une 
synthase de polynucleotides. 

De maniere surprenante, les resultats obtenus en utilisant les conjugues 
5 selon I'invention montrent que, non seulement les cryptates de terre rare n'ont pas 
d'influence defavorable dans les applications qui font intervenir des reactions 
enzymatiques, mais conservent leurs proprietes fluorescentes intrinseques. 

De maniere avantageuse, on a egalement trouve que les conjugues selon 
(Invention presentaient de nouvelles caracteristiques de fluorescence et, en 
10 particulier, que la duree de vie d'emission de I'ion de terre rare complexe etait 
significativement augmentee. 

Lesdits conjugues peuvent done etre utilises a titre de marqueurs 
fluorescents dans toutes les utilisations dans lesquelles on effectue une 
detection quantitative ou qualitative par mesure de ia fluorescence directe ou 
15 indirecte. 

Dans un aspect prefere, ('invention concerne des conjugues fluorescents 
de nucleotides dans lesquels le ribo- ou desoxyribo-nucleotide est choisi parmi 
AMP, ADP. ATP, GMP, GDP, GTP, CMP, CDP, CTP, UMP, UDP, UTP, TMP, TDP, 
TTP, 2Me AMP, 2Me ADP, 2Me ATP, 1Me GMP, 1Me GDP, 1Me GTP, 5Me CMP, 
20 5Me CDP, 5Me CTP, 5MeO CMP, 5MeO CDP, 5MeO CTP, 7-deaza-ATP, 7-deaza- 
GTP et les desoxy- ou didesoxy- ribonucleotides correspondants et en particulier 

- les derives de la 2'-desoxy-uridine-5'-triphosphate ou de I'uridine-S'- 
triphosphate fonctionnalises en position 5 de la base (principalement squelette 
aminoallyle ou aminopropyne), 

25 - les derives de la 2'-desoxy-cytidine-5'-triphosphate ou de la cytidine-5'- 

triphosphate fonctionnalises en position 4 ou 5 de la base (principalement 
squelette aminoallyle ou aminopropyne pour la position 5), 

- les derives de la 2 , -desoxy-adenosine-5'-triphosphate ou de I'adenosine- 
S'-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

30 - les derives de la 2'-desoxy-guanosine-5'-triphosphate ou de la 

guanosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-7-deaza-adenosine-5'*triphosphate ou de la 
7-deaza-adenosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base, et 

- les derives de la 2'-desoxy-7-deaza-guanosine-5'-triphosphate ou de la 
35 7-deaza-guanosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base. 
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Selon un autre aspect, I'invention concerne des conjugues fluorescents de 
nucleosides dans lesquels le ribo- ou desoxyribo-nucleoside est choisi parmi A, G, 
C, U, T, les desoxy- ou didesoxynucleosides correspondants, et leurs analogues 
chimiquement modifies, et en particulier la 3'-azido-3'-desoxythymidine et ses 
5 derives ; et les analogues 2\ 3'-dideoxy de A, T, C, G, U, I. 

Le marqueur fluorescent est constitue par un cryptate de terre rare choisi 
de preference parmi les cryptates de terbium, d'europium, de samarium ou de 
dysprosium. 

Dans la suite de la description, la notion de « cryptate »ainsi que la 
10 nomenclature des macrocycles et polycycles utilisables sont telles que definies par 
J.M. Lehn dans Struct. Bonding (Berlin), 16, 1, 1973 et dans Acc. Chem. Res. 11, 
49 (1978). 

Selon un aspect prefere, ledit cryptate de terre rare est constitue d'au 
moins un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique de formule 

15 




dans laquelie Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 
hydrocarbone, les radicaux bivalents ® , (§) et © , sont independamment Tun 
20 de I'autre des chaines hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 
heteromacrocycle, au moins Tun des radicaux ® , d) et © comportant de plus 

au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 
25 celle du niveau emissif de I'ion de terre rare complexe. 

De preference, il s'agit d'un cryptate de formule (I) ci-dessus dans laquelie 
le motif moleculaire est choisi parmi la phenanthroline, I'anthracene, le benzene, le 
naphtalene, les bi- et ter-phenyle t Tazobenzene, Tazopyridine, la pyridine, les 
bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci-apres : 
30 - C2H4 - X1 - C6H4 - X2 ■ C2H4 - 

- C2H4 - X1 - CH2 - C$H4 - CH2 - X2 - C2H4 - 
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Xi et X 2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, I'azote ou le 
soufre, 




5 X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 

Dans un aspect avantageux, le marqueur fluorescent est un cryptate de 
terre rare constitue de I'ion terbium ou europium complexe par Tun des composes 
macrocycliques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 
10 (22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
(22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; ies macropolycycles tris-bipyridine, tris- 
phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine, bis- 
bipyridine diphenylbipyridine. 

Un marqueur particulierement avantageux est le cryptate d'europium Eu 
15 tris bipyridine. 

De tels composes sont par exemple decrits dans le brevet EP 180 492. 
On peut egalement utiliser des composes macropolycycliques cryptates 
complexant des ions de terre rare dans lesquels le motif moleculaire est choisi 
parmi Ies bipyrazines, Ies bipyrimidines et Ies heterocycles azotes comportant des 
20 groupes N-oxydes. 
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Des composes macropolycycliques a unites bipyrazines sont decrits dans 
F. Bodar-Houiilon et al., New J. Chem., 1996, 20, 1041-1045. 

Des composes macropolycycliques a unites bipyrimidines sont decrits 
dans J, M. Lehn et al., Helv. Chim. Acta, 1992, 75, 1221. 

Des composes macropolycycliques comprenant des heterocycles azotes 
comportant des groupes N-oxydes sont decrits dans J.M. Lehn et al., Helv. Chim. 
Acta, 1991, 74, 572. 

Le cryptate de terre rare utilise comme marqueur fluorescent peut 
egalement etre constitue d'au moins un sel de terre rare complexe par un compose 
macropolycyclique repondant a Tune des formules II ou III ci-apres : 




dans lesquels : 

- le cycle de formule 
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est Tun des cycles suivants : 



f—\yT-\ 0 ^\ n = 0ou1 




macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 OJ ou cycle (21) 




- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci a 
C 2 o contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou etant 
eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes tels que I'oxygene, 
I'azote, le soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkylene en C 5 a C 8 ou 
parmi les groupes arylene en C 6 a C 14( lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou 
arylene etant eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fagon covalente 
avec une substance biologique ; 

- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 

- R' est Thydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 
alkyle en C y a C 10 et represente de preference le groupe methyle, ethyle ou 
tertiobutyle ou bien R* est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

De tels composes sont decrits par exemple dans le brevet EP 321 353. 
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Au sein des conjugues selon ('invention, ledit marqueur fluorescent peut 
etre lie au ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide soit directement, soit par 
I'intermediaire d'un bras d'espacement 

Ce bras d'espacement est par exemple constitue par un radical organique 
bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en C1-C20. 
contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou triples liaisons et/ou 
eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, tels que I'oxygene, 
I'azote, le soufre ou le phosphore ; les groupes carbamoyle et carboxamido ; les 
groupes cycloalkylene en C 5 -C 8 et les groupes arylene en Ce-Cu, lesdits groupes 
alkylene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement substitues par des 
groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 

En particulier, il peut etre choisi parmi les groupes : 




15 et 



NH — 



^(CH 2 ) 



2>5 




Dans un aspect prefere, le conjugue selon linvention comprend un 
desoxyribonucleotide qui est la desoxyuridine, un marqueur fluorescent qui est le 
20 cryptate d'europium Eu trisbipyridine et un bras d'espacement qui est un groupe 3- 
aminoallyle. 

L'invention concerne egalement, selon un aspect ullterieur, un procede de 
preparation des conjugues decrits plus hauts. 

Ledit procede de preparation est caracterise en ce qu'on fait reagir un 
25 ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement modifie ou 
conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un atome 
de carbone du cycle ou d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique 
est susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur 
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fluorescent avec au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) 
constitue par un cryptate de terre rare, et qu'on isole le conjugue ainsi obtenu. 

Les ribo- ou desoxyribo-nucleosides ou nucleotides ainsi que les 
marqueurs fluorescents utilisables dans ce procede de preparation sont tels que 
5 decrits plus haut. 

Les conjugues selon ('invention qui comprennent un ribo- ou un 
desoxyribonucleotide sont particulierement adaptes pour toutes les applications qui 
necessitent une mesure qualitative ou quantitative lors de la synthese ou de 
('utilisation de polynucleotides. 
10 On notera que si Ton utilise des cryptates bi-fonctionnalises, la 

conjugaison ne se fait que sur un bras, ce qui permet toujours Tincorporation du 
conjugue dans le cadre d'une synthese de polynucleotides. 

Les conjugues selon I'invention qui comprennent un ribo- ou un 
desoxyribonucleotide peuvent etre utilises pour la detection et/ou la localisation de 
15 composes contenant au moins une sequence d'acide nucleique. 

Parmi ces utilisations, on peut citer de maniere non limitative : 

- la detection et/ou la localisation de sequences specifiques d'ADN, par 
exemple en vue de I'etablissement de la cartographie de chromosomes ou la 
detection d'une mutation ; 
20 - la synthese de sondes utilisables en recherche biomedicale ou pour 

I'etablissement d'un diagnostic clinique. 

On peut egalement les utiliser dans un procede de mesure de I'activite 
enzymatique d'une enzyme impliquee dans une reaction de synthese d'acide 
nucleique, par exemple une activite polymerase, transcriptase inverse, transferase 
25 ou ligase, dans laquelle on mesure la fluorescence emise directement ou 
indirectement par ledit conjugue, ladite emission de fluorescence etant correlee au 
taux d'incorporation dudit conjugue dans le polynucleotide d'acide nucleique 
synthetise. 

Les conjugues selon ('invention peuvent egalement etre utilises pour 
30 mesurer I'activite enzymatique d'une enzyme ayant pour substrat un acide 
nucleique, par exemple une activite phosphodiesterase, DNAse ou Rnase, la 
fluorescence emise directement ou indirectement par ledit conjugue etant correlee 
soit a ladite activite, soit a I'inhibition de ladite activite. 

On peut egalement les utiliser pour mesurer une activite enzymatique 
35 modifiant la structure d'un acide nucleique telle qu'une activite helicase ou integrase 
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ou une activite modifiant la topologie d'un acide nucleique telle qu'une activite 
topoisomerase. 

Les conjugues selon Tinvention peuvent egalement etre utilises a titre de 
marqueurs, par exemple pour la preparation d'un compose comprenant un acide 
nucleique dans lequel est incorpore ledit conjugue en vue d'une detection. 

La fluorescence emise par les conjugues selon I'invention peut etre soit 
« directe » : le signal lumineux est emis par le conjugue apres excitation a une 
longueur d'onde donnee, soit « indirecte » : remission du signal lumineux est 
induite par un transfert d'energie non radiatif entre le conjugue apres excitation dit 
« compose donneur » et une autre molecule fluorescente dite « compose 
accepteur ». 

Dans ce cas particulier, les conditions suivantes sont remplies : 

- d'une part, le compose fluorescent accepteur possede un spectre 
d'absorption qui recouvre au moins partiellement le spectre d'emission du donneur 
et presente une absorbance molaire elevee dans cette zone de recouvrement, et 
un spectre d'emission dans une gamme de longueur d'ondes ou le donneur 
presente une emission intrinseque faible ; 

- d'autre part, I'accepteur et le donneur se situent a proximite I'un de 
I'autre, I'orientation de leurs dipoles de transition etant approximativement paralleles. 

Le principe de la technique de transfert d'energie non radiatif est decrit 
notamment dans G. Mathisetal., Clin. Chenr, 1993, 39, 1953-1959. 

L'invention est illustree par les exemples ci-apres, dans lesquels certaines 
concentrations sont donnees en unite d'absorption (UA) a une longueur d'onde 
donnee (exprimee en nm) par unite de volume (exprimee en ml) et exprimees par 
le meme chiffre que la densite optique de la solution concernee. 

EXEMPLE 1 : Synthese du conjugue dUTP-cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-dUTP). 

Le nucleoside-triphosphate utilise est le 5-[N-(6-aminocaproyl)-3- 
aminoallyll^'-desoxyuridine-S'-triphosphate] (AH-dUTP) prepare par reaction du 
trifluoroacetamido-caproate de N-hydroxysuccinimide (M.S Urdea et al., Nucleic 
acids Res., 1988,. 4937) sur le 5-(3-aminoallyl)-2'-desoxyuridine-5'-triphosphate 
prepare suivant un procede de la litterature (Langer et al. Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA (1981), 78, 6633-6637), suivi d'une deprotection ammoniacale. Le compose 
est purifie sur DEAE-Sepharose ® (Pharmacia) dans un gradient lineaire 
d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (0,1 Ma 0,3 M). 
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1) MethodeA 

On dilue 68 pi d'une solution d'AH-dUTP a 6 |jmole/ml (soit 0,4 pmole) a 
250 pi d'hydrogenocarbonate de triethylammonium (TEAB) 0,1 M pH 7,8 et on 
ajoute 320 pi d'une solution de cryptate de NHS (4 mg/ml dans P'acetonitrile) 
5 preparee comme suit. Le cryptate d'Europium [(bis-bpy)-(bpy-diester)] decrit dans 
Texemple 4, section A, de la demande EP 0 321 353 est hydrolyse par NaOH et le 
cryptate diacide obtenu est purilfie sur colonne RP-18 HPLC (gradient d'acetonitrile 
dans de I'acide trifluoroacetique a 1% dans I'eau). Le cryptate d'Europium 
[(bis-bpy)-(bpy-diacide)] ainsi obtenu (4mg) est dissout dans 0,5 ml d'acetonitrile 
10 anhydre et on ajoute 1mg de N-hydroxysuccinimide, puis une solution de 1,9 mg 
de dicyclohexylcarbodiimide dissout dans 0,5 ml d'acetonitrile. Apres 16 h de 
reaction, le precipite de dicyclohexyluree est filtre et la solution de cryptate de N- 
hydroxysuccinimide est utilisee directement pour le couplage. 

Apres 45 min sous agitation, on ajoute 15 pi de TEAB 1M pH 8,5 puis on 
15 injecte le melange sur une colonne Superdex peptide HR 10/30 (Pharmacia) en 
eluant par du TEAB 0,05M pH 7 contenant 10 % d'acetonitrile (debit 1 ml/min). 

On collecte le compose de Rt =16,4 mn, puis cette fraction denommee 
fraction 1 est concentree sous vide (speed-vac) jusqu'a un volume de 350 pi et 
contient 8 UA304 nm. En estimant un e 30 4 = 35 0 00, on estime que la concentration 
20 en K-dUTP est d'environ 0,72 mM. 

Une aliquote (90 pi) de cette fraction 1 est injectee sur la meme colonne 
Superdex peptide eluee par un tampon triethylammonium acetate 25 mM pH 7 
contenant 5 % d'acetonitrile. La fraction correspondant au seui pic du 
chromatogramme est collectee (16 min < Rt < 19 min) et concentree sous vide 
25 (speed-vac). On obtient 150 p' d'une solution de K-dUTP denommee fraction 2 
contenant 1,95 UA304 nm. 

Le compose est analyse en spectrometrie de masse (electrospray mode 

positif) : 

(M-2H) + = 1431 
30 (M-2H+CH3COOH)* = 1491. 

Le spectre UV dans I'eau presente un maximum a 241 nm caracteristique 
de la partie nucleosidique de la molecule (kmax = 289 nm, 8 =10700, 
Xmax = 240 nm 6 = 7100) et un maximum a 304 nm proche du Xmax de 305 nm 
(6 = 30000) caracteristique du cryptate d'Europium. On observe un rapport 
35 A30VA241 = 0.83 compatible avec la structure proposee. 
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2) Methode B 

On dissout 0,08 pmol d'une solution d'AH-dUTP dans 80 pi de tampon 
borate 0,1 M pH 8,6 et on ajoute 90 pi d'une solution de cryptate de NHS (4 mg/ml) 
preparee comme decrit ci-dessus dans la methode A. 
5 Apres 60 min a 20°C, on ajoute 5 fj\ de TEAB 1M pH 8,5 et 45 pi d'H 2 0. 

On injecte la totalite du melange reactionnel sur une colonne Superdex peptide HR 
10/30 (Pharmacia) en eluant par du TEAB 0.05M pH 7 contenant 10 % 
d'acetonitrile (debit 1 ml/min). 

On collecte le pic Rt =16,1 mn qui presente un maximum a 304 nm et un 
10 rapport A304/A241 = 0,79. On obtient environ 0,03 pmol de compose K-dUTP. 

EXEMPLE 2 : Purification du conjugue (K-dUTP) par echange d'ion 

On utilise une colonne C 10/20 (Pharmacia Biotech., Uppsala, S) remplie 
de DEAE Sepharose ® Fast Flow (Pharmacia) equilibree dans un tampon TEAB 

15 10 mM contenant 10 % de methanol. On depose une solution de K-dUTP 
contenant egalement du cryptate d'europium trisbipyridine fonctionnalise non 
conjugue et on elue la colonne (8 ml/mn) par 40 ml de tampon A (TEAB 10 mM 
contenant 10 % de methanol). On collecte des fractions de 4 ml et on mesure la 
fluorescence des fractions eluees ( ^excitation = 337 nm, Remission = 620 nm), Le 

20 cryptate non conjugue est elue dans les fractions 4 et 5, c'est-a-dire peu apres le 
volume mort de la colonne. 

On continue Pelution (8 ml/mn) par un gradient lineaire de 10 mM TEAB 
10 % methanol (100 mi) a 200 mM TEAB 10 % methanol (100 ml) et on collecte 
des fractions de 5 ml. On observe que la fluorescence (620 nm) est concentree 

25 dans les tubes 43 a 44 ce qui indique que le K-dUTP est elue a une concentration 
= 0,16 mM TEAB. Les fractions contenant le K-dUTP sont reunies et concentrees. 

EXEMPLE 3 : Incorporation du conjugue dUTP-cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-dUTP) au cours de la copie d'un ADN simple brin par une 
30 polymerase (analyse par PAGE et autoradiographie) 

L'ADN matrice est obtenu par amplification PCR (de Tanglais 
« Polymerase Chain Reaction ») d'un fragment du gene k-ras (exon I) limite par les 
amorces suivantes : 

35 Amorce k~ras EX1 Sens S 5 ' d(GGC CTG CTG AAA ATG ACT GAA TAT) 3 - 
Solution stock a 3 UA 2 6o/ml soit environ 1,2. 10* 5 M 
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Amorce k-ras EX1 Antisens AS 5 ' d(TGT TGG ATC ATA TTC GTC CAC AAA ATG) 3 ' 
Solution stock a 3 UA 2 6o/ml soit environ 1,2. 10~ 5 M. 

L'amorce AS utilisee ici pour la PGR ci-dessous est biotinylee en son 
extremite 5'. Un ADN double-brin biotinyle est synthetise par PCR en suivant le 
5 protocole suivant: 

Milieu PCR 25 pIBUAM (CIS bio international)10X 
8 jj\ amorce Antisens-bio 
8 y\ amorce Sens 
10 y\ taq polymerase (1,25U/ml) 
10 10/vl dNTP (quatre dNTP naturels 5mM chaque) 

100/71 ADN placenta humain (Sigma) 0,01 fjg/fj\ 
89 y\ eaumilli-Q. 

Le milieu PCR est reparti en 5 microtubes (5 x 50 jj\) t les tubes sont places 
dans un thermocycleur et soumis a 31 cycles de PCR suivant le protocole de 
15 I'exemple 5. 

L'ADN double brin issu de la PCR (equivalent a 25 pmoles d'amorce 
biotine) est incube en presence de 300 yg de Dynabeads-streptavidine M-280 
(Dynal, N). 

Apres lavage, I'ADN simple brin (SS ADN) est elue par de la soude 0,1 N 
20 puis le surnageant est decante et neutralise (HCI dilue), puis concentre jusqu'a un 
volume residuel de 60 pi. 

Pour la suite de la manipulation, on utilise une amorce AS (non biotinylee) 

32 

telle que definie ci-dessus marquee au P decrit dans J. Sambrook et al. 
Molecular cloning a laboratory manuel, 1989. 
25 On prepare des milieux pour la reaction de copie en utilisant : 

- K-dUTP fraction 1 ( Rt = 16,4 min) obtenue dans I'exemple 1, diluee a 

0,25 mM 

- dTTP 0,25 mM 

- Melange de 3 desoxynucleotides triphosphates (dATP, dCTP et dGTP) 
30 0 ( 625 mM chacun 

- Taq ADN polymerase 1,25 U/jjI 

- Tampon Taq (BUAM) 10X (Cis bio international) 

- Amorce AS (3 UA 26 o/ ml) et amorce AS marquee au 32 P (0,06 UA 2 6o/ml). 
Parallelement, on fait une reaction temoin dans laquelle le K-dUTP est 

35 remplace par 0,6 pi de dTTP (0,25 mM) de fa<?on a ce que la concentration en 
dTTP dans le milieu soit la meme que pour les trois autres triphosphates. 
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Volume (pi) 


BUAM 10 X 


1 


Taq DNA polymerase 


0,2 


32 

Amorce S P 


2 


Amorce S 


0,35 


3 Triphosphate 


0,5 


K-dUTP 


0,6 


dTTP 


0,6 


SS ADN 


5 



10 

On verifie par electrophorese sur gel de polyacryiamide (PAGE) que la 
reaction en presence de conjugue dUTP produit une bande correspondant a une 
copie de I'ADN sur toute sa longueur et presentant une mobilite proche de la 
bande obtenue pour la reaction temoin ou seuls les quatre nucleotides naturels 

15 sont introduits. D'autre part, dans les deux cas, le profil d'electrophorese ne montre 
pas d'arrets de lecture. 

La meme manipulation a ete effectuee en utilisant des rapports 
dTTP/K-dUTP variables, entre autre en utilisant 0,3 fj\ de K-dUTP et 0,9 fj\ de 
dTTP (dTTP/K-dUTP = 3). 

20 La reaction de copie a egalement ete effectuee en presence de DNA 

polymerase I, fragment de klenow (37°C, 45 mn) et donne sensiblement les 
memes resultats. 

Ces resultats montrent que le conjugue dUTP-cryptate d'europium 
trisbipyridine est bien incorpore par une polymerase (taq polymerase ou fragment 
25 de Klenow) au cours de la copie de I'ADN simple brin. 

EXEMPLE 4 : Incorporation du conjugue dUTP-cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-dUTP) au cours de la copie d'un ADN simple brin par une 
polymerase (mise en evidence par transfert d'energie non radiatif en 
30 temps resolu) 

On utilise I'ADN simple brin decrit dans Texemple 3. 

On prepare un microtube dans lequel se deroule la reaction de copie 

(50 pi). 

35 
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- K-dUTP : 0,25 mM fraction 1 (Rt = 16,4 min) obtenu dans I'exemple 1 

- dTTP : 0,25 mM 

- Melange de 3 desoxynucleotides triphosphates : dATP, dCTP, dGTP 
0,625 mM chacun 

- Amorce AS biotinytee (voir exemple 3) : 3 UA26cy m ' 

- Taq DNA polymerase : 1,25 U/pl 

- Tampon Taq : BUAM 10X 



Volume (ul) 


BUAM 10 X 


5 


Taq polymerase 


1 


Amorce biotinylee 


1,75 


Mix 3 dNTP 


2,5 


K-dUTP 


3 


dTTP 


3 


SS ADN 


30 


eau milli-Q 


3,75 



Les tubes sont portes 2 min a 90°C (denaturation) puis incubes a 70°C 
dans un thermocycleur. Des prelevements (9 pi) sont effectues a 0, 5, 10, 15 et 
20 min. Les aliquotes sont placees dans des tubes contenant 2 pi de solution 
EDTA 0,5 M pH 8. 

On obtient I'equivalent de 12,5 pmoles d'amorces (done 12,5 pmoles de 
biotine) par 50 pi de reaction, soit 2,5 pmoles pour 10 pi. D'autre part, on a 150 
pmoles de K-dUTP pour 10 pi. 

Les prelevements sont dilues a raison de 8 pi dans 200 pi de tampon A 
(phosphate 0,1 M pH 7, NaCI 0,15 M, KF 0,4 M et 0,1 % BSA) puis dilues au 1/10 
dans le meme tampon. 

-14 

On pipette 20 pi (equivalent a 2.10 mole de biotine) de prelevements 
(dilues comme decrit ci-dessus) dans les puits « Essais » d'une microplaque (96- 
wells flat bottom black low fluorescence microplaque HTRF-96 PACKARD). On 
ajoute 30 pi de conjugue SA-XI_665 (conjugue de streptavidine et 
d'allophycocyanine chimiquement modifiee, CIS bio international) dilue dans le 

8 13 

tampon A (concentration finale 2.10" M) dans chaque puits « essais » (6,5.10" 
mole de SA soit 30 equivalent par rapport a la biotine), puis 250 pi de tampon A. 
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On pipette 20 pi de prelevement dilues dans les puits « Blancs » auxquels 
on ajoute 280 pi de tampon A. 

Apres incubation (15 mn a 37°C) on lit immediatement la fluorescence a 
620 nm et a 665 nm sur un appareil Discovery (Microplate HTRF - analyser PACKARD). 
5 On calcule les rapports des intensites de fluorescence Re = E665/E620 

pour chaque essai et Ro = B665/B620 pour chaque blanc, puis on calcule la valeur 
DF/F = (RE-Ro)/Ro exprimee en pourcentage, les resultats sont reportes dans le 
tableau 1 ci-dessous. 

Tableau 1 

10 



temps 

(min) 


E665 


E620 


Re = 
E665/E620 


B665 


B620 


Ro = 
B665/B620 


DF/F 


0 


1 590 


35 770 


0,044 


1 615 


39 423 


0,041 


8 % 


5 


3 670 


42 016 


0,087 


1 718 


42 961 


0,040 


118 % 


10 


4 077 


40 448 


0,100 


1 713 


42 234 


0,040 


149 % 


15 


4 185 


38 670 


0,108 


1 633 


40 089 


0,040 


166 % 


20 


5 357 


49 403 


0.108 


1 993 


51 777 


0,038 


182 % 



En portant la valeur DF/F en fonction du temps de reaction, on obtient le 
profil typique d'une cinetique d'incorporation de nucleotide au cours d'une copie 
enzymatique (Figure 1). 

15 

EXEMPLE 5 : Incorporation du conjugue dUTP-cryptate d'europium trisbipyridine 
(K-dUTP) au cours d'une reaction de PCR et mesure de 
fluorescence en temps resolu par transfert d'energie non radiatif sur 
Taccepteur XL665 

20 

1/ PCR : 

On amplifie une region de I'exon 1 du gene k-ras limite par les amorces S 
et AS decrites dans I'exemple 3. 

On genere ainsi un produit d'amplification d'une longueur de 117 bp et de 
25 sequence (brin sens) 

5 ' d(GGC CTG CTG AAA 1 ATG ACT GAA TAT AAA CTT GTG GTA GTT 
10 GGA GCT GGT GGC GTA GGC AAG AGT GCC TTG 20 ACG ATA CAG C TA ATT 
CAG AAT CAT TTT GTG 30 GAC GAA TAT GAT CCA ACA) 3 » 
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On choisit une sonde (56 % G + C) dans la partie centrale de la sequence 
amplifiee (soulignee ci-dessus) une biotine est introduite en son extremite 5' a 
I'aide d'un bras N-4-aminohexyl-dC (A. Roget et al., Nucleic Acids Res., 1989, 17, 
7643-7651) : Sonde CP : biotine-Dc GCC TTG ACG ATA CAG C 

Solution stock a 0,3 UA 2 6cyml soit environ 1.7.10" 6 M 

On utilise 48 pi de la fraction K-dUTP (13 UA 30 4/ml) repurifiee dans un 
tampon TEAAc (voir exemple 1 , methode A) que Ton dilue par 32 pi d'eau milli-Q 
soit une concentration finale de K-dUTP d'environ 0,2 mM. 

On utilise un melange des 4 desoxynucieotides triphosphates naturels 
respectivement : dATP 5 mM, dCTP 5 mM, dGTP 5 mM et dTTP 3,5 mM. 

On prepare le melange stock PCR suivant : 

- 25 pi Tampon BUAM (CIS bio international) 10X 

- 10 pi dNTP 

- 8 pi d'amorce S 

- 8 pi d'amorce AS 

- 10 pi de taq ADN polymerase (soit 12,5 U) 

- 9 pi eau milli-Q. 

Dans des microtubes pour PCR, on prepare les milieux PCR selon le 
tableau suivant, I'ADN utilise est de I'ADN de placenta humain (Sigma) a 0,01 pg//A 





T- 


T+ 


k1- 


k1 + 


k2- 


k2+ 


melange (gl) 


7 


7 


7 


7 


7 


7 


dTTP (gl) 


1.5 


1,5 


0 


0 


0 


0 


K-dUTP (gl) 


0 


0 


1 


1 


2 


2 


DNA (gl) 


0 


10 


0 


10 


0 


10 


Eau milli-Q (gl) 


16,5 


6,5 


17 


7 


16 


6 


[K-dUTPl (gM) 


0 


0 


8 


8 


16 


16 


rdTTPl (gM) 


200 


200 


140 


140 


140 


140 


[K-dUTPl/rdTTPl 






0,06 


0,06 


0,12 


0,12 



On effectue la reaction PCR en utilisant le protocole suivant : 
1. 5mn/ 95°C 

2.1 1 mn / 94°C (denaturation) 

2.2 1 mn / 60°C (circularisation) 

2.3 1 mn / 70°C (elongation) 



(31 cycles) 

3.1 8 mn / 70°C (elongation finale) 
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On controle les reactions par electrophorese sur gel d'agarose. Seuls des 
tubes contenant de I'ADN (T+, K1+ et K2+) presentent une bande de longueur 
attendue (par comparaison avec la bande 124 bp du marqueur VIII Boehringer). 

2) Mesure de transfert d'energie en temps resolu : 

Le principe de la mesure consiste a hybrider la sonde CP biotinylee sur le 
fragment d'ADN amplifie, puis de mettre I'hybride en presence d'un conjugue 
streptavidine-XL665 (allophycocyanine reticulee). L'incorporation de bases 
marquees au cryptate d'europium (donneur) se traduit par un transfert d'energie 
non radiatif sur XL665 (accepteur) lorsque le donneur est excite vers 337 nm. 

Dans ce cas, I'accepteur emet de la fluorescence a 665 nm avec une 
duree de vie longue, ce qui permet de differencier ce signal de la fluorescence 
propre de I'accepteur qui presente une duree de vie courte. 

On mesure en temps resolu a la fluorescence a 620 nm et a 665 nm en 
presence de I'accepteur ("essai" E620 et E665) et en Tabsence de I'accepteur 
("blanc" B620 et B665), puis on calcule le rapport Re = E665 / E620 et Ro = B665 / 
B620. Ensuite on calcule la valeur DF/F = (Re-Ro) / Ro exprimee en pourcentage 
une augmentation de valeur DF / F montre la presence d'un transfert d'energie et 
done (Incorporation du cryptate dans I'ADN amplifie. 

On utilise les milieux K1-, K1+, K2- et K2+ provenant des reactions PCR. 
Dans des microtubes, on depose 2 pi de chaque milieu PCR auxquels on ajoute 
10 pi de sonde CP (0,03 UA260 / mi) et 13 pi de tampon BUAM (2X), on porte les 
tubes scelles 10 mn a 94°C puis 20 mn a 50°C a I'aide d'un thermocycleur. On 
dilue 5 pi de milieu d'hybridation dans 200 pi de tampon A et on pipette 40 pi de 
cette dilution dans les puits "Essais" d'une plaque de microtitration et 40 pi dans les 
puits "blanc" (96 well flat bottom microplate HTRF, Packard). 

On ajoute 40 pi de SA-XL665 a 3.10"*M (CIS bio international) aux puits 
"Essais" et 200 pi de tampon A. On ajoute 240 pi de tampon A aux puits "Blanc". 

On incube 15 mn a 37°C et on effectue immediatement la mesure de 
fluorescence sur un appareil Discovery (Packard). 

Les resultats sont rapportes dans le tableau 2 ci-apres. 



Tableau 2 



tube 


E665 


E620 


Re 


B665 


B620 


Ro 


DF/F 


K1- 


889 


16053 


0.0554 


847 


16825 


0,0503 


10% 


K1 + 


2406 


28392 


0,0847 


1366 


32494 


0,0420 


102% 


K2- 


1320 


29015 


0,0455 


1273 


31452 


0.0405 


12% 


K2+ 


3304 


36615 


0,0902 


1491 


36278 


0,0411 


120% 
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Les resultats montrent que le cryptate d'europium (K-dUTP) est incorpore 
au cours d'une reaction de PCR. De plus, la presence des molecules de cryptate 
liees a I'ADN amplifie peut etre mise en evidence par I'hybridation d'une sonde 
specifique de cet ADN amplifie et revelee par un transfert d'energie non radiatif 
5 entre le cryptate et un accepteur lie a la sonde hybridee. 

EXEMPLE 6 : Mesures comparees des durees de vie du conjugue dUTP -cryptate 
d'europium trisbipyridine (K-dUTP) et du cryptate seul 

10 On utilise comme cryptate de reference le cryptate d'Europium [(bis- 

bpy)(bpy-di(amidoethyleneamine)] decrit dans I'exemple 4 de la demande 
EP 0 321 353 (ci-apres denomme KNH 2 ). 

On prepare une solution mere de KNH 2 dans I'eau et on determine sa 
concentration par mesure de la densite optique a 306 nm en prenant un 
15 8306 = 30000. La solution mere (6,7 x 10 ^ M) est diluee au 1/100° me dans du 
tampon Tris-HCI 0 t 1M pH 9; 100 pi de cette dilution intermediate sont ensuite 
dilues dans 600 pi du meme tampon. Parallelement, une solution mere de K-dUTP 
( prepare selon I'exemple 1, methode A) dans I'eau , dont la concentration est 
estimee a 3 x 10 5 M par mesure de la densite optique a 304 nm (8304 = 35000). 
20 Cette solution est diluee a 50pl dans 1 ml de tampon Tris-HCI 0,1M pH 9. 

On mesure les valeurs de la duree de vie d'emission de TEuropium (t en 
ms) en utilisant un spectrofluorimetre en temps resolu de type LS50 (Perkin-Elmer) 
et des cuves Heima 5 mm x 5 mm. 

On observe que la duree de vie est de 0,39 ms pour KNH 2 et de 0, 61ms 
25 pour K-dUTP. 

De fa?on analogue, on effectue des dilutions dans du tampon Tris-HCI 
0,1M pH 7,4; dans ces conditions, la duree de vie est de 0,36 ms pour KNH 2 et de 
0, 65 ms pour K-dUTP. 

Ces resultats montrent que le couplage du nucleotide sur la molecule de 
30 cryptate entrame une augmentation de la duree de vie de TEuropium et de 
nouvelles caracteristiques de fluorescence pour le conjugue cryptate- nucleotide 
par rapport au cryptate de reference. 
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REVENDICATIONS 

1 . Conjugue fluorescent de nucleoside ou de nucleotide, caracterise en ce 
qu'il comprend : 

5 - un ribo- ou desoxyribo-nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement 

modifie ou conjugue a une ou plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un 
atome de carbone du cycle ou d'azote exocyciique du cycle purique ou pyrimidique 
est susceptible d'etre implique dans une liaison avec un marqueur fluorescent, et 

- au moins un marqueur fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par 
10 un cryptate de terre rare. 

2. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
conjugue fluorescent de nucleotide dans lequel le ribo- ou desoxyribo-nucleotide 
est choisi parmi AMP, ADP, ATP, GMP, GDP, GTP, CMP, CDP, CTP, UMP, UDP, 
UTP, TMP, TDP, TTP, 2Me AMP, 2Me ADP, 2Me ATP, 1Me GMP, 1Me GDP, 1Me 

15 GTP, 5Me CMP, 5Me CDP, 5Me CTP, 5MeO CMP, 5MeO CDP, 5MeO CTP, 7- 
deaza-ATP, 7-deaza-GTP et les desoxy- ou didesoxy-ribonucieotides 
correspondants. 

3. Conjugue selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le ribo- 
ou desoxyribo-nucleotide est choisi parmi : 

20 - les derives de la 2'-desoxy-uridine-5 , -triphosphate ou de l'uridine-5'- 

triphosphate fonctionnalises en position 5 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-cytidine-5'-triphosphate ou de la cytidine-5'- 
triphosphate fonctionnalises en position 4 ou 5 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-adenosine-5'-trtphosphate ou de I'adenosine- 
25 S'-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-guanosine-5'-triphosphate ou de la 
guanosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 6 ou 8 de la base, 

- les derives de la 2'-desoxy-7-deaza-adenosine-5'-triphosphate ou de la 
7-deaza-adenosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base, et 

30 - les derives de la 2 , -desoxy-7-deaza-guanosine-5'-triphosphate ou de la 

7-deaza-guanosine-5'-triphosphate fonctionnalises en position 7 de la base. 

4. Conjugue selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
conjugue fluorescent de nucleoside dans lequel le ribo- ou desoxyribo-nucleoside 
est choisi parmi A, G, C, U, T, les desoxy- ou didesoxynucleosides correspondants, 

35 et leurs analogues chimiquement modifies. 
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5. Conjugue selon la revendication 4, caracterise en ce que le 
desoxyribonucleoside est choisi panmi la 3'-azido-3'~desoxythymidine et ses 
derives ; et les analogues 2\ 3*-didesoxy de A, T, C, G, U, I. 

6. Conjugue selon Tune queiconque des revendications 1 a 5, caracterise 
5 en ce que le marqueur fluorescent est lie soit directement, soit par i'intermediaire 

d'un bras espaceur. 

7. Conjugue selon Tune queiconque des revendications 1 a6, caracterise 
en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terbium, d'europium, de 
samarium ou de dysprosium, 

10 8. Conjugue selon Tune queiconque des revendications 1 a 7, caracterise 

en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d'au 
moins un sel de terre rare compiexe par un compose macropolycyclique de formule 




15 dans laquelle Z est un atome ayant 3 ou 4 valences, R est rien ou represente 
I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe amino ou un radical 

hydrocarbone, les radicaux bivalents (§),(§) et (C) , sont independamment Tun 

de I'autre des chaines hydrocarbonees qui contiennent eventuellement un ou 
plusieurs heteroatomes et sont eventuellement interrompues par un 

2Q h6t6romacrocycle, au moins Tun des radicaux ® , (§) et (C) comportant de plus 
au moins un motif moleculaire ou etant essentiellement constitue par un motif 
moleculaire, ledit motif moleculaire possedant une energie de triplet superieure a 
celle du niveau emissif de Tion de terre rare compiexe. 

9. Conjugue selon la revendication 8, caracterise en ce que le marqueur 

25 fluorescent est un cryptate de terre rare de formule (I) dans laquelle le motif 
moleculaire est choisi parmi la phenanthroline, I'anthracene, le benzene, le 
naphtalene, les bi- et ter-phenyle, Tazobenzene, I'azopyridine, la pyridine, les 
bipyridines, les bisquinoleines et les composes de formules ci-apres : 
- C2H4 - X1 - CeH4 - X2 ■ C2H4 - 

30 - C2H4 - X1 - CH2 - C6H4 - CH2 - X2 - C2H4 - 
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X n et X 2 pouvant etre identiques ou differents designent I'oxygene, l'azote ou le 
soufre, 




X etant I'oxygene ou I'hydrogene. 
5 10. Conjugue selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce que le 

marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue de Hon terbium ou 

europium complexe par Tun des composes macrocydiques ci-apres : 

(22)phenanthroline ; (22)phenanthroline amide ; (22)anthracene ; 

(22)anthracene amide ; (22)bi-isoquinoleine ; (22)biphenyl-bis-pyridine ; 
10 (22)bipyridine ; (22)bi-pyridine amide ; les macropolycycles tris-bipyridine, tris- 

phenanthroline, phenanthroline-bis-bipyridine, bi-isoquinoleine-bis-bipyridine t bis- 

bipyridine diphenylbipyridine. 

11. Conjugue selon la revendication 10 t caracterise en ce que le marqueur 

fluorescent est le cryptate d'europium Eu trisbipyridine. 
15 12. Conjugue seion I'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que 

le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d au moins un sel de 

terre rare complexe par un compose macropolycyclique comprenant un motif 

moleculaire choisi parmi les bipyrazines, les bipyrimidines et les heterocycles 

azotes comportant des groupements N-oxydes. 
20 13. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 7, caracterise 

en ce que le marqueur fluorescent est un cryptate de terre rare constitue d'au moins 
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un sel de terre rare complexe par un compose macropolycyclique repondant 
I'une des formules II ou III ci-apres . 



Z — Y— NH — OC 



CO— NH— Y— Z 




R-O 




O— Y — Z 



dans lesquels : 

- le cycle de formule 




III 



est l'un des cycles suivants : 



1) 



N 



N- 



n = 0 ou 1 

macrocycle [N 2 OJ ou cycle (22) 
macrocycle [N 2 0 3 ] ou cycle (21) 
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N N 




2) 



N 




N — 



macrocycle bis-pyridine 




o)-(o 



N N 



- Y est un groupe ou un bras d'espacement qui est constitue par un radical 
organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou ramifies en Ci a 
C 2 o contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons et/ou etant 
eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes tels que I'oxygene, 
Tazote, ie soufre ou le phosphore, parmi les groupes cycloalkylene en C 5 a C 8 ou 
parmi les groupes arylene en C 6 a C14. lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou 
arylene etant eventuellement substitues par des groupes alkyle, aryle ou 
sulfonate ; 

- Z est un groupe fonctionnel susceptible de se lier de fa?on covalente 
avec une substance biologique ; 



- R* est I'hydrogene ou un groupe -COOR" dans lequel R" est un groupe 
alkyle en C1 a C10 et represente de preference le groupe methyle, ethyle ou 
tertiobutyle ou bien R' est un groupe -CO-NH-Y-Z. 

14. Conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, 
caracterise en ce que le marqueur fluorescent est lie au ribo- ou au desoxyribo- 
nucleoside ou nucleotide par I'intermediaire d'un bras d'espacement constitue par 
un radical organique bivalent, choisi parmi les groupes alkylene lineaires ou 
ramifies en C1-C20, contenant eventuellement une ou plusieurs doubles liaisons ou 
triples liaisons et/ou eventuellement interrompus par un ou plusieurs heteroatomes, 
tels que I'oxygene, I'azote, le soufre ou le phosphore ; groupes carbamoyle et 
carboxamido ; les groupes cycloalkylene en Cs-Ca et les groupes arylene en C 6 -Ci4, 
lesdits groupes alkylene, cycloalkylene ou arylene etant eventuellement substitues 
par des groupes alkyle, aryle ou sulfonate. 



- R est un groupe methyle ou represente le groupe -Y-Z ; 
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15. Conjugue selon la revendication 14, caracterise en ce que le bras 
d'espacement est choisi parmi les groupes : 

O 




et 



0 O 




16. Conjugue selon Tune des revendications 1 a 14, caracterise en ce que le 
desoxyribonucleotide est la desoxyuridine, le marqueur fluorescent est le cryptate 
d'europium Eu trisbipyridine et le bras d'espacement est un groupe 3-aminoallyle. 

17. Procede de preparation des conjugues selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'on fait reagir un ribo- ou desoxyribo- 
nucleoside ou nucleotide natif ou chimiquement modifie ou conjugue a une ou 
plusieurs molecules marqueur(s), dont au moins un atome de carbone du cycle ou 
d'azote exocyclique du cycle purique ou pyrimidique est susceptible d'etre implique 
dans une liaison avec un marqueur fluorescent avec au moins un marqueur 
fluorescent lie au(x)dit(s) atome(s) constitue par un cryptate de terre rare. 

18. Utilisation d'un conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 
a 16 a titre de marqueurs. 

19. Utilisation d'un conjugue selon I'une quelconque des revendications 1 
a 3 et 6 a 16 en tant que nucleotide constitutif dans une reaction de synthese 
d'acide nucleique. 

20. Utilisation d'un conjugue selon Tune quelconque des revendications 1 
a 3 et 6 a 16 pour la detection et/ou la localisation de composes contenant au 
moins une sequence d'acide nucleique. 

21. Utilisation selon la revendication 19 dans un procede de mesure de 
l activite enzymatique d'une enzyme impliquee dans une reaction de synthese 
d'acide nucleique, caracterisee en ce que Ton mesure la fluorescence emise 
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directement ou indirectement par ledit conjugue, ladite emission de fluorescence 
etant correlee au taux d'incorporation dudit conjugue dans le polynucleotide 
d'acide nucleique synthetise. 

22. Utilisation selon la revendication 21, caracterisee en ce que I'activite 
enzymatique est une activite polymerase, transcriptase inverse, transferase ou 
ligase. 

23. Utilisation selon la revendication 19 dans un procede de mesure de 
Tactivite enzymatique ayant pour substrat un acide nucleique. 



1/1 



FIGURE 1 



COPIE taq-DNA POLYMERASE 
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